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研究成果の概要（和文）：多剤耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）の口腔内定着阻害法開発に向けて、定着メカニズム
と抗菌性因子探索の両方向からの研究により、MRSAの口腔内定着阻害法の開発を目指すことを目的とし、臨床分
離株MRSAの性状解析と、MRSAの新規耐性機構解明の2つについて検討を行った。天然由来成分であるグリチルレ
チン酸（GRA）とサクシニル酸(GR-SU)がMRSAに対して抗菌力を発揮することを見出し、抗菌メカニズム解明を行
った。また、乳酸菌由来バクテリオシンであるナイシンをsub-MIC濃度作用させることにより生じた、新たな
MRSAの薬剤耐性機構解明を行った。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop a method for inhibiting oral 
colonization of Staphylococcus aureus (Sa) . We set up 2 researches both colonization mechanism and 
searching antibacterial factor toward development of multidrug resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) in oral cavity.　We revealed that glycyrrhetic acid (GRA) and succinic acid (GR - SU) exerted
 antibacterial activity againist clinical isolated MRSA. We discovered the novel drug resistance 
mechanism of MRSA by exposing sub-MIC concentration on nisin, a bacteriocin derived from lactic acid
 bacteria. 
From these experiments, we discovered a novel naturally occurring antimicrobial substance effective 
for MRSA and a novel drug resistance mechanism of MRSA against antibacterial substances of bacteria,
 and it will be important to conduct fundamental research on inhibition of MRSA colonization in oral
 cavity in the future.

研究分野： 口腔細菌学分野
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
黄色ブドウ球菌（Sa）は病原細菌として知

られており、その薬剤耐性化の高さが院内感
染菌 MRSA として知られている。一方 Sa は
ヒトの皮膚や粘膜に常在する細菌である。最
も分離頻度の高い部位は鼻腔であるが、口腔
からも分離される。口腔常在性 Sa は、皮膚
や鼻腔常在性 Sa に比較し、誤嚥性肺炎や食
中毒や菌血症・敗血症の起炎菌として注意が
必要である。 
 このように Sa 感染症の対策は口腔領域
への定着予防が重要であり、近年多剤耐性
型 Sa の感染が広く認められることからも、
口腔内の黄色ブドウ球菌の活性抑制・排除
というコントロールの重要性は高まるも
のと考えられ、特に高齢者・要介護者に対
するコントロールの実践は必要不可欠で
ある。 
 
２．研究の目的 
多剤耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）の口腔

内定着阻害法開発に向けて、定着メカニズム
と抗菌性因子探索の両方向からの研究によ
り、黄色ブドウ球菌 (Sa) の口腔内定着阻害
法の開発を目指すことが本研究の目的であ
る。本研究は以下に説明する(1) 臨床分離株
ならびに口腔・鼻腔から分離した Sa の性状
解析、(2) 細菌由来抗菌性因子（バクテリオ
シン）に対する MRSA の新規耐性機構解明に
ついて検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 臨床分離株ならびに口腔・鼻腔から分離
した Sa の性状解析 
臨床分離株 50 株ならびに、ボランティア

377 名の口腔・鼻腔から Sa を 149 株分離し、
抗菌剤感受性やゲノムパターン比較を行い、
口腔に常在化する Sa の特徴の有無を検証し
た。 
抗菌座感受性は細菌由来抗菌性物質であ

るナイシンや、天然由来抗菌性物質であるグ
リチルレチン酸とその誘導物質について、最
小発育阻止濃度(MIC)法を通報に準じて行っ
た。 
ゲノムパターン解析はシカジーニアス分

子疫学解析 POT キット（関東化学株式会社）
を用いた POT 法をマニュアルの方法に従い
行った。 
(鹿児島大学疫学研究等倫理委員会承認番
号：第 372 号) 
(2) 細菌由来抗菌性因子（バクテリオシン）
に対する MRSA の新規耐性機構解明 
乳酸菌由来バクテリオシンであるナイシ

ンを sub-MIC濃度作用させることにより生じ

た、新たな MRSA の薬剤耐性機構を見出し、
その解明を行った。 
 解析方法は、マイクロアレイ解析による網
羅的な遺伝子発現検証後、耐性候補遺伝子発
現を定量性 PCR、抗体作製後ウェスタンブロ
ット法にて遺伝子レベル、タンパクレベルで
検証することで耐性遺伝子を確定し、不活性
化株、不活性化遺伝子相補株を作製し、各種
抗菌物質に対する感受性を MIC 法にて検証
した。 
（鹿児島大学遺伝子組み換え承認番号 25007, 
25008） 
 
４．研究成果 
 臨床分離株 50 株について、天然由来成分
であるグリチルレチン酸ならびにその誘導
物質の抗菌効果を検証した結果を下表に示
す。臨床分離株は 19 株が MRSA, 31 株が
MSSA であり、グリチルレチン酸（GRA）と
サクシニル酸(GR-SU)が MRSA に対して抗菌
力を発揮することを見出した。 

詳細な解析から、GRA ならびに GR-SU は、
Sa のアミノ酸取り込みに必要な ABC トラン
スポーター、生育を制御するレギュレーター
である RNAIII,糖取り込み発現を抑制するこ
とで Sa 生育を阻害することを明らかにした。 

POT 法を用いたゲノムパターン解析結果
の一部を図に示す。ゲノムパターンは年齢や
性差に関係なく多様性を持つこと、また１個
人の口腔・鼻腔両方から Sa が分離された際、
一部の被験者から分離された口腔由来 Sa,鼻
腔由来 Sa 各々のゲノムパターンが異なる、
つまり常在部位の違いにより異なる菌株を
認めた。ここから口腔由来 Sa に特有のゲノ
ムパターンの有無を現在解析中であり、口腔
定着に重要な因子の同定を引き続き行う予
定である。 

さらに、分離した Sa の各種抗菌物質感受
性試験を行っており、これらの結果と POT



法によるゲノムパターン解析の結果から、薬
剤感受性の違いを規定するゲノムパターン
を見出し、薬剤耐性の強いゲノムパターンを
示した Sa 株の前ゲノム解析を行い耐性化を
規定する因子の同定を試みている。 
 
一方、乳酸菌由来バクテリオシンであるナ

イシンを sub-MIC濃度作用させることにより
生じた、新たな MRSA の薬剤耐性機構を見出
し、その解明を行った。 
 解析方法は、マイクロアレイ解析による網
羅的な遺伝子発現検証により、ナイシン耐性
に関与する ABC トランスポーターVraDE 発
現の上昇を認めた。VraDE ABC トランスポー
ターは、外環境応答制御系因子で低濃度ナイ
シン耐性に関与する二成分制御系因子 BraRS
の制御下にあることから、BraRS のシーケン
ス解析を行った。その結果、BraRS のプロモ
ーター領域、braR coding region に点変異を求
めた。そこで遺伝子欠損株ならびに相補株を
作製し vraD 遺伝子発現を定量性 PCR にて、
ナイシン感受性試験を MIC 法にて検証した。
その結果、点変異を起こした braR を Sa 野生
株の braRS 領域不活性化株に導入した相補株
では、野生型 braR を導入した相補株に比較し
vraD 発現の上昇（下図）、ならびにナイシン
MIC の上昇を認めた。 
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